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Resumo

Sulfonamida é uma classe de compostos de interesse para obtengao de novos medicamentos por apresentar propriedades quimicas e biologicas
como antitumoral, antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatoria, antiobesidade, diurético, hipoglicémico, anti-neuropatica, entre outras.
Mais de trinta medicamentos contendo esse grupo funcional estdo em uso clinico, incluindo antibacterianos, diuréticos, anticonvulsivantes,
hipoglicémicos e inibidores de protease do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Aproximadamente, 150 diferentes sulfonamidas
sao comercializadas como agentes bactericidas, contendo variagdes estruturais para potencializar a eficiéncia e solubilidade em sistemas
biologicos. E importante estabelecer métodos rapidos e simples para a sintese de novas sulfonamidas com rendimento satisfatorio. Nesse
trabalho foi relatado um método sintético eficiente e facil para obter sulfonamidas a partir da cumarina-6-clorossulfonada e as aminas
primarias, tercbutilamina (CSNtert), isobutilamina (CSNiso) e isopropilamina (CSNisop) com rendimento de 71%. Essas novas sulfonamidas
a base de cumarina foram caracterizadas por analise elementar, espectroscopia ultravioleta, espectroscopia no infravermelho por refletdncia
total atenuada (ATR) e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C. Além disso, foram realizados testes de condutividade e ponto de fusdo.
A caracterizagdo espectroscopica e quimica confirmou a formagdo de novos compostos e foi possivel propor sua estrutura. Estudos da
citotoxicidade da CSNtert, CSNiso e CSNisop em células epiteliais normais mostrou que estes compostos apresentam menor citotoxicidade
que a cumarina-6-clorossulfonada.
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Abstract

Sulfonamide is an important class of compounds that play an important role in the discovery of new medicines due to its broad chemical and
biological activities such as antitumoral, antimicrobial, antifungic, anti-inflammatory, anti-obesity, diuretic, hypoglycemic, anti-neuropathic
pain activities, among others. More than 30 drugs containing this functional group are in clinical use, including, antibacterial, diuretics,
anticonvulsants, hypoglycemic and human immunodeficient virus (HIV) protease inhibitors. Approximately 150 different sulfonamides have
been sold as bactericidal agents, and structural variations seems to increase their efficiency, potency and solubility in biological systems. Fast
and simple synthetic methods for the construction of new sulfonamides with satisfactory yielding are important to be stablished. In this work
an efficient and easy synthetic method was reported to obtain sulfonamides from coumarin-6-sulfonyl chloride and primary amines, tert-butyl
amine (CSNtert), isobutylamine (CSNiso) and isopropylamine (CSNisop) with excellent yield, (71%). These new coumarin-based sulfonamides
were characterized by elementary analysis, spectroscopy UV, Infrared by Attenuated Total Reflectance (ATR) and Nuclear Magnetic Resonance
of '"H and *C. In addition, conductivity tests were performed and melting point determined. The spectroscopic and chemical characterization
confirmed the structures of the new compounds and could be possible to propose the structure. Studying their cytotoxicity against normal
epithelial cells shows that the new compounds have lower cytotoxicity than coumarin-6-sulfonyl chloride.
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1 Introducio classe de moléculas que apresentam estruturas quimicas de
interesse e potencial biologico para uso na medicina (SINGH;
RAJOUR.; PRAKASH, 2012; NOFAL; EL-ZAHAR;
ABD EL-KARIM, 2000). Ha décadas compostos contendo
grupamento sulfomamida sdo usados como antimicrobiano
(ZANTI; VICINI, 1998). Sao relatadas ainda ag¢ao antitumoral,
antifingica, antituberculosa, anti-inflamatéria (atividade
inibitoria da anidrase carbonica ¢ COX-2). (KURT et al.,
2019; NAM; KIM, 2015; LIU et al., 2012; LEE et al.,

2013; NEWMAN; CRAGG, 2012; BRYDA et al., 2019;

A cumarina é um heterociclo contendo oxigénio encontrada
em plantas como canela, guaco, lavanda, hortela-pimenta e
apresenta diversas propriedades biologicas (KUMAR et al.,
2015; NAJIMANOVA et al., 2015; LUNAZZI et al., 2010). A
cumarina e seus derivados tém sido usados como precursores
para a sintese de uma variedade de agentes medicinais
(CUNHA et al., 2019) e intermediarios na quimica organica
sintética (GOLCU, 2006). Novos derivados, ainda estdo
sendo descobertos e sintetizados devido as potencialidades

apresentadas.
Compostos a base de sulfonamidas sdo uma importante
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GROVER; JACHAK, 2015; SABT et al., 2018; PINTO;
SILVA, 2017). Devido as propriedades bioldgicas e atividades
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farmacoldgicas de compostos a base de sulfonamida e
cumarinas nesse trabalho decidiu-se sintetizar sulfonamidas
a partir da cumarina-6-clorossulfonada e aminas primarias
COMO precursores.

trabalho, a
preparada a partir da sulfonagdo da cumarina, seguido

Nesse cumarina-6-clorossulfonada foi

do acoplamento das aminas primarias, tercbutilamina,
isobutilamina e isopropilamina. As sulfonamidas sintetizadas
foram caracterizadas por analise elementar, espectroscopia
UV-VIS, espectroscopia no infravermelho por refletancia total
atenuada (ATR) e 'H e *C NMR. Além disso, foram realizados
testes de condutividade, ponto de fusdo e citotoxicidade em
células epiteliais normais. A partir dessas analises foi possivel
propor a estrutura dos novos compostos.

2 Material e Métodos

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de proton e
carbono, RMN de 'H e 1C, foram obtidos no espectrometro
Bruker Avance III, operando a 300/75 MHz. Cloroférmio
deuterado e acetona deuterada, CDCl, e CD,OD (Tedia Brazil)
foram utilizados como solvente e o pico residual de solvente
ndo deuterado como padrdo interno. Os desvios quimicos (J)
foram relatados em ppm e a constante de acoplamento (J)
em Hz. Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos
em estado solido por refletdncia, entre 400 e 4000 cm™ em
um espectrofotdometro Nicolet-Nexus. O ponto de fusdo
foi medido usando o equipamento QUIMIS, e os espectros
ultravioleta (UV) foram obtidos em uma solu¢do de metanol
entre 200 e 500 nm em um espectrometro Femto 800-XI.
Todos os produtos quimicos utilizados cumarina, acido
clorossulfonico, isobutilamina, tercbutilamina e dietilamina
foram obtidos da Sigma-Aldrich e Merck. Todos os solventes
usados foram grau PA.

2.1 Sintese da cumarina-6-clorossulfonada (CCIS)

A reacao de sulfonagdo foi realizada de acordo com
Becker (BECKER; BERGER, 2009) para insercdo do grupo
sulfonico em compostos heterociclicos. Essa metodologia
foi utilizada com modificagdes para a clorossulfonagdo da
cumarina (1,2-benzopirona). 13.7 mmol de cumarina foi
solubilizada em 5 mL de cloroférmio e 2.73 mmol de acido
clorossulfonico foi adicionado. A reacdo foi mantida sob
refluxo e agitacdo por 4 horas. Apos esse periodo, o sistema
foi resfriado em banho de gelo e adicionada dgua destilada
a mistura para precipitagdo da cumarina-6-clorossulfonada
(CCIS). A CCIS foi filtrada, purificada por recristalizagdo em
agua e seca a 40°C. O composto foi identificado por ponto de
fusdo, espectroscopia no ultravioleta, infravermelho, RMN de
'H e 13C, analise elementar e condutividade.

2.2 Sintese geral das sulfonamidas

As sinteses das novas sulfonamidas foram realizadas a
partir da inser¢do das aminas (tercbutilamina, dietilamina
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ou isopropilamina) no grupo da cumarina-6-clorossulfonada
(CCIS) (VALDUGA; STEFANI; PETRAGNANI, 2001).

Em um baldao de 50 mL, 1.0 mmol de cumarina-6-
clorossulfonada (CCIS) foi solubilizada em 30 mL de acetona
e aquecida até 90°C. Depois de misturar 1 mmol de carbonato
de sodio e 1 mmol de amina em 10 mL de agua, foi adicionada
a solugdo da CCIS e a mistura foi mantida sob refluxo por 3h.

Apods esse periodo, a solugdo foi resfriada e foram
adicionados 5 mL de cloroférmio e 5 mL de agua. A fase
organica foi separada da aquosa, lavada trés vezes e adicionado
MgSO, (sulfato de magnésio) para remover a dgua residual. O
MgSO, foi removido por filtragdo e o solvente orgénico foi

removido por vacuo.

2.3 Ensaio de viabilidade celular

A linha celular renal epitelial normal (VERO — code:
0245), da coleg@o de células do Rio de Janeiro (BCRJ) foi
cultivada em meio RPMI 1640 suplementado com bicabonato
de sodio 2g/L (“LCG Biotecnologia™), estreptomicina 100pg/
mL, penicilina 100UI/mL e 10% de soro bovino fetal. As
células foram mantidas a 37°C e 5% de CO,. Para medir a
viabilidade celular foi utilizado o MTT (brometo de tiazolil
azul de tetrazdlio — Sigma-Aldrich). As células foram
semeadas em placas de 96 pocos a densidade de 1x10* células/
pogo e incubadas (37°C, 5% CO,). Em seguida, os compostos
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados
e as placas foram incubadas por 24 horas. A concentragao final
da CCIS, CSNtert, CSNiso and CSNisop foi de 350 a 2800
uM. Apos 24 horas, o meio foi substituido por um meio fresco
(200uL) contendo MTT (0.5mg/mL). As células foram entdo
encubadas por 4 horas, o sobrenadante foi coletado, DMSO
(200uL) foi adicionado, agitando por 5 min até os cristais
estarem completamente dissolvidos. A absorbancia foi medida
a 540 nm usando um leitor de microplantas (Labtech LT-4000
MS) e correlacionada diretamente com o niimero de células
viaveis na cultura. Os resultados foram expressos em 1C50
(Concentragdo que mata 50% das células) e todos os testes
foram feitos em triplicatas.

3 Resultados e Discussao

A cumarina-6-clorossulfonada (CCIS) foi sintetizada
por reagdo de substituigdo eletrofilica do CISO,0H no anel
aromatico da cumarina de acordo com o método de Becker
(Figura 1) (BECKER; BERGER, 2009). O composto CCIS
foi caracterizado por UV, IR, RMN 'H, anélise elementar,
condutividade e ponto de fusdo. Nos espectros no IV foram
observadas duas bandas de 1373 e 1167 cm’, caracteristica
de vS=O (grupo sulfonila), e bandas de C=C e C=0O foram
deslocadas para uma frequéncia mais alta quando comparadas
a cumarina devido a substituicdo de um H aromatico pelo
grupo SO,Cl (Quadro 1).
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Quadro 1 - Condutividade molar (ohm™.cm?. mol ") a 25°C, analises elementares e ponto de fusdo (°C) da CCIS, CSNiso, CSNtert e

CSNisop
Compostos Condutividade Exp%(CC’;l Ic) Exp% (ga Ic) Exp% (]C\‘fa Ic) Ponto de Fusdo
CCIS 156.2 44.18 (44.00) 1.90 (2.05) - 110-112
CSNIso 29.3 55.30 (55.50) 5.20 (5.34) 5.00 (4.98) 130-131
CSNtert 205.6 56.30 (55.50) 5.70 (5.34) 5.00 (4.98) 150-152
CSNisop 24.3 55.30 (55.30) 5.20(5.71) 5.00 (4.96) 109-110

Fonte: Dados da pesquisa.

Amudanca da banda °C=0 para uma frequéncia mais baixa
estd associada a presenga do grupo nucleofilico CISO, no anel
aromatico da cumarina, que remove a densidade eletronica por
efeito indutivo (FARAHI; KARAMI; TANURAGHAJ, 2015).
O espectro de RMN 'H da CCIS apresenta um dupleto a 7.9

ppm atribuido ao H, (Figura 1) com J ,,.-a 1.9 Hz, um dupleto

a 8.1 ppm (Jmm
um duplo dupleto a 7.3 (J

H5H7
a 9.76 Hz) atribuido ao H, do anel piranico,

g @ 8.50Hz e JH.-H, a 1,95 Hz),
um dupleto a 7.3 ppm (J, ,, a 8.50 Hz) atribuido ao H, e
um dupleto a 6.42 ppm (JH,-H, de 9,76 Hz) atribuido ao H,.
Nenhum sinal foi observado para H,, sugerindo a substitui¢do
do grupo na posi¢ao 6 do anel aromatico (Figura 1).

Figura 1 - Sintese da cumarina-6-clorossulfonada

5
A CIHSO, o — I 9 A\

0 A
H,0
Fonte: Dados da pesquisa.

Os compostos derivados da CCIS foram obtidos a
partir da interagdo do grupo amina com a cumarina-6-
clorossulfonada através do grupo sulfonato. A solubilidade
dos compostos foi testada em diferentes solventes organicos.
Os compostos exibiram baixa solubilidade em metanol
e eram solaveis em cloroféormio e DMSO. Os valores da
condutancia molar da CSNtert e CSNiso, determinados em
solugdo de dimetilsulfoxido (DMF) a temperatura ambiente,
sdo apresentados no Quadro 1. Os resultados mostram que a
CSNtert tem a condutividade maior que 54 Q ! cm? mol !,
mostrando que ¢ um composto idnico (EL-WAHAB et al.,
2004), ou ¢ ionizado em uma solu¢gido DMF. No entanto,
CSNiso e CSNisop sao compostos nao ionicos.

Os espectros UV dos compostos foram obtidos em

da amina através do grupo SO, diminuindo a conjugacdo da
ligagdo na molécula (Figura 2). As bandas a 268 ¢ 280 nm,
associadas com n—n* e n—n* transi¢des do C=C ¢ C=0
bandas do anel aromatico, ndo se alteraram, ndo mostrando
interacdo da amina via grupo piranico da cumarina.

Figura 2 - Sintese da CSNiso, CSNisop e CSNtert.
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Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro no IR de cada composto de sulfonamida
CSNiso, CSNtert e CSNisop (Quadro 3) tem uma larga banda
na regido do nN-H mostrando a presenca de uma amina
secundaria em todas as moléculas. Além disso, observou-se a
mudanca do nCO para maior frequéncia quando comparado a
CCIS, indicando alteragdes na densidade eletronica nos anéis
aromaticos devido a interagao do grupo amina como doador
eletronico. A mudanga da banda nS=0 assimétrico e simétrico
para uma frequéncia mais baixa também foram observados,
sugerindo a ligagdo do grupo amina através do atomo S do
grupo sulfonico (FARAHI; KARAMI; TANURAGHAI,
2015).

Quadro 3 - Bandas IR caracteristicas (cm™) no espectro da CCIS,
CSNtert, CSNiso, CSNisop

metanol na concentragdo de 30 uM e as respectivas bandas Compostos| nN-H | nC=0 | nS=0 | nC=C | nC-O
foram mostradas no Quadro 2. CCIS - 1732 1371, 1621; 1271;

1166 1600 1072
Quadro 2 - Bandas espectroscopicas UV da CCIS, CSNtert, CSNiso 3226 1720 1369; 1622; 1267,
CSNiSO, CSNiSOp 1153 1603 1067
Compostos Comprimento de onda (nm) CSNisop | 3255 1728 | 1371; | 1618; | 1263;
CCIS 232 - 268 280 308 1155 1603 1081
CSNiso 232 - 268 280 312 CSNtert 3277 1730 1370; 1619; 1263;
CSNisop 224 236 268 280 312 1147 | 1602 | 1082
CSNtert 224 230 268 280 312 Fonte: Dados da pesquisa.

Fonte: Dados da pesquisa.

No espectro da sulfonamida foram observadas mudangas
na banda de 308 nm para maior frequéncia sugerindo interagao
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Os espectros de RMN de 'H e "*C dos novos compostos
foram obtidos em DMSO-d, e os dados sdo mostrados nos
Quadros 4 ¢ 5.
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O espectro de RMN de 'H da CSNiso, mostra 9 sinais, um
a 8,24 ppm atribuido ao hidrogénio N-H, em campo baixo,
quando comparado com o sinal do espectro da isobutilamina
a 5,11 ppm. Essa mudanga é esperada porque o grupo amina
estd ligado ao grupo doador de elétrons, deslocando o sinal

para campo baixo. Os outros sinais apareceram a 0,82 (d,
6H, J 6,64Hz) referente ao H do grupo metil, 1,67 (m, H,)
€ 2,61 (d, 2H,, J 1.8 Hz) do grupo isobutil. O sinal do grupo
benzénico aparece na regido aromatica entre 7.98 ¢ 6.64 ppm
(Quadro 4).

Quadro 4 - Dados de RMN de 'H da CCIS, CSNiso, CSNtert e CSNisop.

Compostos Carbono - Amina Carbono - Cumarina
C1 C2 C3 Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9
CCIS - - - 164,1 116,2 | 156,9 | 148,5 | 1303 | 1249 | 1344 | 1174 | 1184
CSNiso | 50,1 28,1 19,9 1594 | 117,6 | 1155 143,7 | 129,7 | 127,3 | 138,8 | 117,5 118,9
CSNisop | 454 | 23,29 (2CH)) - 1593 | 117,6 | 1559 | 143,7 | 129,6 | 1272 | 137,9 | 1179 | 1188
CSN tert | 53,5 | 29,70 3CH, - 159,3 | 117,6 | 1555 | 143,7 | 129,6 | 127,3 | 136,7 | 117,7 | 1189

Fonte: Dados da pesquisa.

Para o composto CSNtert o *C NMR mostra 11 sinais.
O grupo metil a 29,7 ppm, o carbono quaternario a 53,5

Quadro 5 - Dados de "*C da CCIS, CSNiso, CSNtert e CSNisop.

ppm, oito sinais aromaticos do grupo carbonila a 159,3 ppm
(Quadro 5).

Compostos Hidrogénio - Amina Hidrogénio - Cumarina
H, H, H, |NH H, H, H, H, H,
CCIS ; - - - 8.1 6.4 7.9 78 73
261 (d, e 082 (d,
CSNiso | 2H;J= 6H, CH., 8.2 7.9 6.6 7.9 77 7.6
6.8Hz) | (M) ¢
251(q | 097(d,
CSNisop | 2H,] | 6H,CH, - 8.2 8.2 6.6 7.9 7.7 7.6
—6.5Hz) | J=6.5Hz)
CSNitert - l‘lég;H’ - 8.2 8.2 6.6 8.0 77 7.6

Fonte: Dados da pesquisa.

Estas analises sugerem a formag¢ao de novas sulfonamidas
derivadas da cumarina e com base nos dados espectroscopicos
e analises elementares foi possivel propor as estruturas
moleculares da CSNiso, CSNtert e CSNisop (Figura 2).

O estudo in vitro da citotoxicidade dos compostos
CSNtert, CSNiso e CSNisop com c¢lulas epiteliais normais
(células vero, fibroblasto de rim de macaco) foi realizado para
comparar se 0s novos compostos apresentavam citotoxicidade
mais elevada que seus precursores, cumarina ¢ CCIS. Os

dados de citotoxicidade estao mostrados no Quadro 6.

Quadro 6 - Estudo citotoxicologico (IC50 mM) da cumarina,
CCIS, CSNtert, CSNiso ¢ CSNisop em mM

Compostos Vero
Cumarina 0,93+ 0,05
CCIS 0,76+ 0,02
CSNtert 1,83 £ 0,05
CSNiso 1,36 + 0,03
CSNisop 1,24 +£ 0,02

Fonte: Dados da pesquisa.

Os compostos demonstraram citotoxicidade menor que a
cumarina ¢ CCIS contra células normais, sendo CSNtert 2
vezes menos citotdxico que a cumarina ¢ 2,5 vezes menos
que a CCIS, enquanto que os compostos CSNiso e CSNiso
mostraram ser duas vezes menos citotoxicos que a CCIS.
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4 Conclusao

Uma promissora série de cumarinas substituidas com
sulfonamida com baixa citotoxicidade e com atividade
biologica foram sintetizadas a partir da reacdo da cumarina-
6-clorossulfonada com as aminas primarias, tercbutilamina,
isobutilamina e isopropilamina, através de uma metodologia
rapida e simples com um rendimento expressivo.
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